AMILASE E LIPASE PRODUZIDAS POR FUNGOS DE EFLUENTE TÊXTIL: LEVANTAMENTO CIENTÍFICO E TECNOLÓGICO by Jean-Baptiste, James
UNIVERSIDADE FEDERAL DA INTEGRAÇÃO LATINO-AMERICANA 
INSTITUTO LATINOAMERICANO DE CIÊNCIAS DA VIDA E DA NATUREZA 
TRABALHO DE CONCLUSÃO DE CURSO II
JAMES JEAN-BAPTISTE
AMILASE E LIPASE PRODUZIDAS POR FUNGOS DE




UNIVERSIDADE FEDERAL DA INTEGRAÇÃO LATINO-AMERICANA 
INSTITUTO LATINOAMERICANO DE CIÊNCIAS DA VIDA E DA NATUREZA 
JAMES JEAN-BAPTISTE
AMILASE E LIPASE PRODUZIDAS POR FUNGOS DE
EFLUENTE TÊXTIL: LEVANTAMENTO CIENTÍFICO E
TECNOLÓGICO
Projeto de pesquisa apresentado ao curso
de  bacharelado  em  biotecnologia,  como
requisito  parcial  para  aprovação  na
disciplina  de  Trabalho  de  Conclusão  de
Curso II.








2 REVISÃO DE LITERATURA 8
2.1 Natureza e origem das enzimas comerciais 8
2.2 Efluentes da indústria têxtil como reservatório de microrganismos10
2.3 Diversidade microbiana das amilases 11
2.3.1 Fisiologia da produção de amilase 13
2.3.1.1 Fontes de carbono e nitrogênio 13
2.3.1.2 Temperatura e pH 14
2.3.1.3 Aeração, agitação e íons inorgânicos 16
2.4 Diversidade microbiana das lipases 18
2.4.1 Fisiologia da produção de lipase 19
2.4.1.1 Fontes de carbono e nitrogênio 20
2.4.1.2 Temperatura e pH 21
2.4.1.3 Aeração, agitação e íons inorgânicos 22
2.4.2 Importância biotecnológica das lipases 23
2.5. Patenteamento na Biotecnologia 24
3. Objetivos 25
3.1. Objetivo geral 25
3.2 Objetivos específicos 26
4. Metodologia 26





Figura  1:  Etapas  envolvidas  no  desenvolvimento  clássico  versus  o
desenvolvimento atual de enzimas......................................................................9
Figura 2: Esquema da hidrólise do amido por amilase......................................12
Figura 3: Hidrólise de triglicerídeos por lipase...................................................18
Figura 4:  Número de registros de patentes por país nos últimos 10 anos com
as palavras-chave amylase AND lipase para os 3 escritórios (USPTO, EPO e
INPI)....................................................................................................................32
Figura  5:  Porcentagem  de  registros  de  patentes  pedidos  por  empresas,
pessoas e indivíduos nos últimos 10 anos no escritório do USPTO pesquisados
com as palavras-chave “Amylase AND Lipase”.................................................33
Figura 6: Número de registros de patentes pedidos por país nos últimos 10
anos no escritório do USPTO pesquisados com as palavras-chave “Amylase
AND Lipase”........................................................................................................34
LISTA DE TABELAS
Tabela  1:  Amilases  utilizadas  em  vários  segmentos  industriais  e  suas
aplicações...........................................................................................................17
Tabela 2: Lipases utilizadas em vários segmentos industriais e suas aplicações
............................................................................................................................24
Tabela 3:. Palavras-chave e combinações usadas para pesquisa em banco de
dados tecnológicos e científicos.........................................................................27
Tabela 4:. Busca de artigos publicados por palavras-chave nas bases de dados
de Scopus, NCBI-Pubmed e Web of Science....................................................29
4
RESUMO 
 A utilização de enzimas microbianas na indústria biotecnológica é uma
ferramenta muito vantajosa em diversos setores industriais uma vez que, as
enzimas podem ser obtidas por métodos mais simples, podem ser sintetizadas
em  grandes  quantidades  e  em  uma  produção  relativamente  menos
dispendiosa,  podendo  apresentar  estabilidade  em  várias  condições
fermentativas.  As  enzimas  de  origem  fúngica,  podem  ser  consideradas
predominantes  em relação as enzimas bacterianas,  característica que pode
favorecer sua utilização em processos fermentativos em batelada bem como
métodos extrativos operados em baixo custo. Este trabalho objetivou avaliar
quantitativamente as publicações e patentes levantadas envolvendo amilases e
lipases produzidas por fungos recuperados da indústria têxtil  nos últimos 10
anos.  Para isso,  foi  realizado um levantamento de publicações a partir  das
plataformas  acadêmicas  NCBI-Pubmed,  Web  of  Science e  Scopus,  e  de
patentes, através dos escritórios de patentes do INPI, UPSTO e EPO, por meio
do repositório  Spacenet.  Foram encontradas 238.382 patentes.  Desse total,
142 foram originadas no INPI (0,06%), 43.801 (18,37%) no EPO e 194.439
(81,57%)  emitidas  no  USPTO.  Entretanto,  nenhuma patente  foi  encontrada
utilizando amilase e lipases produzidas por fungos de amostras têxteis. Para os
últimos 10 anos, foram encontrados 136 artigos nas bases de dados, sendo
que alguns dos artigos estão em mais de uma plataforma. Somente 30 desses
artigos apresentam índice de impacto entre 1.0 e 2.5. Nenhum desses artigos
mencionaram  o  uso  de  efluentes  da  indústria  têxtil  como  fontes  para
bioprospecção de fungos produtores de amilases ou lipases. O presente estudo
enfatiza a necessidade da busca das enzimas amilase e lipase oriundas de
fungos  recuperados  de  efluentes  industriais  têxteis  para  futuros  estudos
biotecnológicos. 




The  use  of  microbial  enzymes  in  the  biotechnology  industry  is  a  very
advantageous  tool  in  several  industrial  sectors,  since  the  enzymes  can  be
obtained by simpler methods, can be synthesized in large quantities and in a
relatively  less  expensive  production,  and  can  present  stability  in  several
fermentative  conditions.  Enzymes  of  fungal  origin  can  be  considered
predominant in relation to bacterial  enzymes, a characteristic that may favor
their  use  in  batch  fermentative  processes  as  well  as  extractive  methods
operated at low cost. This work aimed to evaluate quantitatively the publications
and patents raised involving amylases and lipases produced by fungi recovered
from the textile industry in the last 10 years. For this, a survey of publications
was carried out from the academic platforms NCBI-Pubmed,  Web of Science
and Scopus, and patents, through the patent offices of INPI, UPSTO and EPO,
through the Spacenet repository. Were found 238,382 patents. Of this total, 142
originated  at  the  INPI  (0.06%),  43,801  (18.37%)  at  the  EPO  and  194,439
(81.57%) issued at  the  USPTO.  However,  no  patent  has been found using
amylase and lipases produced by fungi from textile samples. For the last 10
years, 136 articles were found in the databases, some of which are on more
than one platform. Only 30 of these articles have an impact index between 1.0
and 2.5. None of these articles mentioned the use of effluents from the textile
industry as sources for bioprospecting fungi that produce amylases or lipases.
The  present  study  emphasizes  the  need  to  search  for  amylase  and  lipase
enzymes  from  fungi  recovered  from  industrial  textile  effluents  for  future
biotechnological studies.
Keywords: Microbial enzymes, industrial effluent, patents, industrial processes.
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1 INTRODUÇÃO 
Enzimas  são  catalisadores  produzidos  por  células  vivas  as  quais
aceleraram reações bioquímicas específicas e processos metabólicos celulares
diversos. São compostos de natureza altamente específica em sua ação sobre
substratos  e,  muitas  vezes,  atuam  em  conjunto  com  outras  enzimas  para
desencadear  corretamente  as  reações  nos  maquinários  metabólicos
(Underkofler, Barton e Rennert, 1958). 
Desde  os  tempos  remotos,  o  papel  das  enzimas  é  amplamente
conhecido.  Os  primeiros  registros  estão  intimamente  ligados  à  história  da
Grécia antiga, onde seu uso preponderante voltava-se para o beneficiamento
de  matérias-primas  com  fins  alimentícios,  como  a  produção  de  bebidas
alcoólicas,  queijos,  dentre outras.  Com o desenvolvimento do conhecimento
científico  e  melhoria  de  técnicas  para  purificação  de  compostos  bioativos,
especialmente as enzimas termoestáveis, o número de aplicações aumentou
muito,  com  várias  novas  possibilidades  para  processos  industriais  (Haki  e
Rakshit, 2003).
Em 2019, o mercado global das enzimas industriais foi estimado em US$
2,4 bilhões, e deve chegar a 3,2 bilhões em 2025. (Zhang et al., 2020). Partindo
de tal dado, destaca-se que o uso de enzimas microbianas na indústria pode
ser  favorecido,  devido  a  facilidade  da  manipulação  das  células  produtoras,
baixo custo e rapidez no processo de produção, além de estabilidade em várias
condições industriais como diferentes pHs, temperaturas e formas de condução
do processo fermentativo (Gupta, 2003; Mojsov, 2012).
A  demanda  industrial  por  novas  fontes  de  lipases  e  amilases  com
diferentes  características  catalíticas  estimula  o  isolamento  e  a  seleção  de
novas  linhagens  microbianas.  Efluentes  provenientes  da  indústria  têxtil
possuem uma grande variedade de microrganismos que podem ser isolados e
avaliados quanto ao seu potencial enzimático (Holkar et al., 2016). Estações de
tratamento de resíduos industriais têxteis representam habitats promissores no
que se refere à recuperação de microrganismos com potenciais capacidades
metabólicas  únicas.  Dentro  desta  perspectiva,  devido  às  elevadas
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temperaturas  a  que  tais  processos  ocorrem,  a  bioprospecção  de  fungos
produtores  de  amilases  e  lipases  é  considerada  “um  dos  campos  mais
promissores dentro das novas tecnologias para a síntese de compostos de alto
valor agregado” (PROLO, 2015), bem como uma alternativa sustentável para a
degradação de produtos de alta  toxicidade,  o que responde à demanda da
indústria por enzimas com propriedades catalíticas específicas. 
O uso de lipases como catalisadores tem crescido drasticamente nos
últimos anos, muito embora, o uso destas enzimas em processos industriais
ainda é limitado, devido a sua baixa estabilidade em condições operacionais e
baixa atividade (Hasan et al. 2006; Choudhury e Bhunia, 2017). Considerando
que  amilases  com  características  mais  termofílicas,  termotolerantes  e
tolerantes ao pH, podem  ajudar a melhorar a gelatinização do amido, diminuir
a  viscosidade do meio,  acelerar  reações catalíticas  e diminuir  os  riscos de
contaminação bacteriana (Declerck et al. 2003; Paul, 2016), a busca por novas
fontes de lipases e amilases com diferentes características catalíticas se faz
necessária. 
2 REVISÃO DE LITERATURA 
2.1 Natureza e origem das enzimas comerciais
As enzimas podem ser definidas como biocatalisadores produzidos por
células  vivas,  sendo  imprescindíveis  em  diversas  reações  bioquímicas
importantes  que  ocorrem  em  microrganismos,  plantas,  animais  e  seres
humanos (Underkofler, Barton e Rennert, 1958; Mojsov, 2012). Fatores como a
diversidade bioquímica, a ampla variedade de atividades catalíticas e os altos
rendimentos  possíveis  na  produção  enzimática,  tornam  os  microrganismos
fontes inestimáveis de uma ampla variedade de enzimas para uso em vários
ramos da indústria e da biotecnologia (Choi et al., 2015).
De acordo com as reações que catalisam, a Comissão Internacional de
Enzimas classificou seis classes distintas de enzimas:  Oxidoredutases EC1;
Transferases EC2; Hidrolases EC3; Liases EC4; Isomerases EC5; e ligases
EC6 (EC - Enzyme Commission, seguido de um dígito que representa a classe
enzimática)  (Mojsov,  2012).  In  natura,  as  enzimas  produzidas  pelos
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microrganismos  podem  ser  secretadas  em  seu  interior  (intracelular)  ou
exteriormente (extracelular) e, no caso da produção em escala industrial, as
enzimas são preferencialmente secretadas no meio de cultivo, onde podem ser
utilizadas em diversos setores indústrias. No que dizem respeito às aplicações
industriais,  os  estudos  de  purificação  enzimática  concentraram-se
predominantemente em proteases, lipases e amilases (Hussain et al.,  2013;
Anbu, P. 2013).
A fabricação de enzimas purificadas e bem caracterizadas, mesmo em
larga  escala,  foi  possível  devido  ao  desenvolvimento  de  processos  de
fermentação  durante  a  parte  final  do  século  passado  (Tobin,  Gustafsson  e
Huisman,  2000).  Além dos  processos  fermentativos,  o  desenvolvimento  de
ferramentas de bioinformática e a disponibilidade de dados moleculares como
sequências  inteiras  de  genomas  de  células  microbianas,  aumentaram
imensamente as  informações necessárias  para  as tecnologias de síntese e
obtenção enzimática.  O uso da tecnologia de DNA recombinante,  melhorou
ainda  mais  os  processos  de  fabricação  e  permitiu  a  comercialização  de
enzimas  que,  anteriormente  não  podiam  ser  produzidas.  (Kirk,  Borchert  e
Fuglsang,  2002).  Além disso,  os últimos desenvolvimentos  da biotecnologia
moderna, introduzindo a engenharia de proteínas e a evolução direcionada,
revolucionaram  ainda  mais  o  desenvolvimento  das  enzimas  de  interesse
industrial (Suplatov et al., 2015) (Figura 1).
Figura  1: Etapas envolvidas no desenvolvimento clássico versus o desenvolvimento
atual de enzimas
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Fonte: Kirk, Borchert e Fuglsang, (2002)
A maioria das indústrias utilizam enzimas hidrolíticas para a modificação
de vários compostos naturais como a hidrólise de proteínas em aminoácidos,
do amido em glicose entre outros. As proteases representam o tipo de enzima
dominante,  devido  ao  seu  uso  extensivo  nas  indústrias  de  detergentes  e
laticínios, respondendo por até 30% do mercado total das enzimas industriais.
As  amilases,  utilizadas  nas  indústrias  têxtis,  de  panificação,  bem como na
fabricação de detergentes,  representam o segundo maior  grupo enzimático,
atuando em 25% do mercado (Cherry e Fidantsef, 2003; Rajan, 2004; Abe et
al, 2015). Por outro lado, Jaeger et al., (1999) salientam que o uso comercial
das  lipases,  representa  um seguimento  de  bilhões  de  dólares,  englobando
diversas  aplicações  diferentes.  Partindo  dessa  premissa,  prevê-se  que  as
lipases, estejam entre as enzimas que mais vem crescendo podendo atingir
590.2 milhões de dólares 2023, com base em suas aplicações em processos
incluindo síntese orgânica, produtos farmacêuticos, produção detergentes e de
biocombustíveis  (Chandra,  2020;  Hasan  et  al.,  2006;  Snellman  e  Colwell,
2004).
2.2 Efluentes da indústria têxtil como reservatório de microrganismos
Ao longo dos milênios, os microrganismos se adaptaram a ambientes
extremamente  diversos  e  desenvolveram  uma  ampla  gama  de  novas  vias
10
metabólicas  ou  biblioteca  de  enzimas  catalíticas  (Butler  e  Mason  1997;
Kasture, 2017). Essa riqueza metabólica tem sido tradicionalmente explorada
pelo  homem em  processos  como  fermentação,  produção  de  antibióticos e
vitaminas. 
 Uma  das  indústrias  potencialmente  promissora  para  a  obtenção  de
células microbianas de interesse biotecnológico é a indústria têxtil, devido ao
fato  de  apresentar  nos  seus  efluentes,  uma  composição  extremamente
heterogênea, contendo elevada carga orgânica. Além de forte coloração, os
efluentes,  também,  possuem  grande  quantidade  de  sólidos  suspensos,  pH
altamente  flutuante,  temperaturas  altas,  considerável  quantidade  de  metais
pesados, compostos organoclorados e surfactantes (Khehra et al. 2006;  Li et
al. 2015; Spagni et al. 2012; Yaseen e Scholz 2016). Em consequência da alta
carga xenobiótica de produtos químicos nos efluentes da indústria têxtil, certos
microrganismos  como  fungos  e  bactérias  desenvolveram  a  capacidade  de
processá-los.  Eles processam os xenobióticos que não fazem parte  de seu
metabolismo central e os transformam em compostos intermedários, podendo
ser  utilizados  assim por  eles.  Desta  forma,  estas  moléculas  podem  ser
utilizadas  por  células  microbianas  que  produzem  e  secretam  uma  grande
quantidade  de  enzimas,  incluindo   amilases  e  lipases  com  propriedades
específicas,  as  quais  poderão  ser  utilizadas  como  biocatalizadores nos
diversos processos industriais (Parales et al. 2004).
2.3 Diversidade microbiana das amilases
Por  definição,  as  amilases (EC 3.2.1.1)  são,  em termos simples,  um
grupo de enzimas que hidrolisam as moléculas de amido pela adição de uma
molécula de água e liberam, assim, vários polímeros menores compostos por
unidades  de  glicose.  Entre  elas,  a  α-amilase  e  a  β-amilase,  catalisam  a
hidrólise  de  ligações  glicosídicas  α-D-(1→4),  e  a  glucoamilase
(amiloglucosidases),  as ligações α-D-(1→4) e α-D-(1→6) glicosídicas, atuam
no amido e no glicogênio, respectivamente (Guzmán‐Maldonado et al., 1995;
Taniguchi  e  Honnda,  2009).  As  amilases  podem  ser  classificadas  como
endoamilases ou exoamilases, conforme a localização da reação que ocorre no
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interior ou nas extremidades do substrato, respectivamente. As β-amilases e as
glucoamilases,  atuam  na  hidrólise  das  unidades  das  extremidades  não
redutoras  do  substrato,  sendo  classificadas  como  exoenzimas.  Em
contrapartida,  as  α-amilases,  sendo  responsáveis  pelo  rompimento  das
ligações no interior do substrato, é uma endoenzima, pois atacam as ligações
glicosídicas  internas  dos  α-glucanos,  para  produzir  pequenas  unidades  de
glicose  (monossacarídeo)  e  maltose  (dissacarídeo)  (Gupta  et  al.,  2003;
Taniguchi e Honnda, 2009) (Figura 2). 
Figura 2: Esquema da hidrólise do amido por amilase
Fonte: Gopinath et al., 2017 (adaptado)
De acordo com Erdal e Taskin, (2010), as fontes fúngicas da α-amilase
estão  limitadas  a  isolados  terrestres,  distribuídos  principalmente  entre  as
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espécies  de  Aspergillus e  a  poucas  espécies  de  Penicillium,  sendo  P.
brunneum uma delas. Segundo os mesmos autores, as enzimas fúngicas têm a
vantagem de serem secretadas extracelularmente. A capacidade dos fungos de
penetrar em substratos compactados facilita o processo de hidrólise, pois são
altamente adequados para fermentação a base de sólidos. 
No que diz respeito ás espécies produtoras de amilase eficientes, Gupta
et  al.,  (2003)  e  Hussain  et  al.,  (2013)  reportaram  as  espécies  do  gênero
Aspergillus (A. oryzae, A. niger, A. awamori,  A. fumigatus, A. kawachii  e A.
flavus),  bem como espécies de  Penicillium  (P.  brunneum, P.  fellutanum,  P.
expansum, P. chrysogenum, P. roqueforti, P. janthinellum, P. camemberti e P.
olsonii)  e  outros  fungos  Streptomyces  rimosus,  Thermomyces  lanuginosus,
Pycnoporus  sanguineus,  Cryptococcus  flavus,  Thermomonospora  curvata  e
Mucor sp., como bons produtores da enzima. Para Konsoula e Liakopoulou-
Kyriakides,  (2007),  as  fontes  fúngicas  utilizadas  predominantemente  para  a
produção comercial de α-amilase são as linhagens de Aspergillus spp. com A.
oryzae, A. niger  e A. awamori sendo as espécies mais comuns na produção
comercial. 
2.3.1 Fisiologia da produção de amilase
O metabolismo microbiano pode variar muito entre as espécies, assim, o
controle das condições fisiológicas, que pode ser alcançado pela atuação dos
componentes dos meios de cultivo, é uma estratégia utilizada em processos
industriais.  Gupta  et  al.  (2003)  e  Gopinath  et  al.  (2017)  investigaram
exaustivamente em seus estudos, os fatores físico-químicos que podem afetar
a produção de α-amilase em fermentação submersa (SmF) e fermentação em
estado  sólido  (SSF),  respectivamente.  Dentre  estes  fatores,  os  autores
destacam que os mais notáveis são a composição do meio de cultivo, pH do
meio, concentração de fosfato, idade do inóculo, temperatura, aeração, fonte
de  carbono  e  fonte  de  nitrogênio.  Os  parâmetros  ótimos  no  controle  do
processo, variam de acordo com a fonte microbiana, o produto final desejado, o
método de fermentação empregado e muitos outros fatores. O papel de vários
parâmetros  físico-químicos,  incluindo fonte de carbono e nitrogênio,  fosfato,
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íons metálicos, temperatura, pH e agitação foram estabelecidos na literatura
(Gupta et al., 2003; Sundarram e Murthy, 2014).
2.3.1.1 Fontes de carbono e nitrogênio
A amilase é uma enzima induzível e, geralmente é induzida na presença
de amido, a principal fonte de muitas enzimas, seguidas de maltose, amilose,
amilopectina, ciclodextrina, glicogênio e maltotriose. Contudo, a especificidade
do substrato da amilase varia de um microrganismo para outro. A maioria dos
dados  disponíveis  na  literatura  sobre  a  indução  de  amilase  em  diferentes
linhagens  de  Aspergillus  oryzae sugere  que  a  molécula  indutora  geral  é  a
maltose. Dados de outros autores explicam que há um aumento de 20 vezes
na atividade enzimática quando maltose e amido foram usados como indutores
em Aspergillus oryzae (Mørkeberg et al., 1995; Kelly e Fogartye, 1997; Gupta
et al., 2003). 
Para  a  produção de  amilase,  fontes  de nitrogênio  orgânico  têm sido
predominantes, conforme relatado por Spohr et al., (1997).  Extrato de levedura
tem sido utilizado na produção de amilases de Streptomyces sp., Bacillus sp. e
Halomonas meridiana (Gupta et al., 2003). O extrato de levedura também foi
utilizado em conjunto com outras fontes de nitrogênio, como a peptona no caso
de Bacillus sp., sulfato de amônio no caso de Bacillus subtilis e farinha de soja
e extrato de carne para Aspergillus oryzae. O extrato de levedura aumentou a
produtividade de amilase em 156% em Aspergillus oryzae quando usado como
fonte adicional de nitrogênio, do que quando amônia foi utilizada como fonte
única (Agger et al., 1998; Gupta et al., 2003).
Hillier  et  al.,  (1997) reforçaram, em seus trabalhos, que várias outras
fontes  de  nitrogênio  orgânico  também  foram  utilizadas  para  aprimorar  a
produção máxima de amilase, por várias espécies de bactérias e fungos. No
entanto,  fontes  de  nitrogênio  orgânico,  extrato  de  carne  bovina  e  peptona,
suportaram  a  produção  máxima  de  amilase  em  linhagens  bacterianas,
enquanto farelo de soja e aminoácidos, favoreceram a produção da enzima em
estudos com Aspergillus oryzae.
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2.3.1.2 Temperatura e pH
A  temperatura  utilizada  em  um  processo  fermentativo  pode  ser
considerado  o  principal  fator  relacionado  a  uma  boa  produção  enzimática.
Existem  duas  temperaturas  que  precisam  estar  na  faixa  ideal  durante  a
produção de amilase, a temperatura para o crescimento da fonte microbiana e
a temperatura ideal na qual ocorre a produção máxima de enzima. Ademais, a
temperatura ideal para a atividade da amilase está relacionada ao crescimento
do microrganismo. A temperatura ideal para produção de amilase reportada na
literatura  é  de  25  a  30  °C  para  Fusarium  oxysporum ao  passo  que,
temperaturas mais elevadas podem ser utilizadas em processos fermentativos
que empregam outras linhagens microbianas termofílicas (Gupta et al., 2003). 
Entre  os  fungos,  a  maioria  dos  estudos  de  produção  de  amilase  foi
realizada com fungos mesofílicos na faixa de temperatura de 25 a 35 °C. Os
rendimentos ótimos de amilase foram alcançados em faixa de temperatura de
30 a 37 °C para Aspergillus oryzae. Estudos de Jensen, et al. (1992) e Bunni,
et al. (1989), revelam que a produção ideal de amilase está entre 50 e 55 °C
para  as  culturas  de  fungos  termofílicos  como  Talaromyces  emersonii,
Thermomonospora  fusca  e Thermomyces  lanuginosus.  Pro  outro  lado,  as
amilases produzidas por bactérias como no caso do termococcus, são ativas
de maneira ideal a temperaturas próximas a 80 °C. As enzimas de Pyrococcus,
conforme supracitado, são otimamente ativas em altas temperaturas, em torno
de 100 °C (Ray, Jana e Nanda, 1995; Gupta et al., 2003; Upgade, Nandeshwar
e Samant, 2011).
A produção de enzimas aumenta com o aumento da temperatura até
atingir  o  ideal.  Com  o  aumento  adicional  da  temperatura,  a  produção  de
enzimas diminui. Isso pode ser devido à perda de umidade no meio que afeta
adversamente as atividades metabólicas dos microrganismos, levando a um
crescimento reduzido e um declínio na produção de enzimas bem como ao
início da denaturação de proteínas (Thippeswamy, Girigowda e Mulimani, 2006;
Prakasham et al., 2007).
O pH ideal é um fator crítico para a estabilidade da enzima produzida. O
pH  do  meio  de  crescimento,  desempenha  um  papel  importante  ao  induzir
alterações morfológicas no organismo e na secreção enzimática. O pH ótimo
das amilases varia  de 2 a 12 (Saranraj  e  Stella,  2013).  A mudança de pH
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observada durante o crescimento do organismo também afeta a estabilidade do
produto no meio. 
Nos processos fermentativos utilizando células fúngicas, a capacidade
de  tamponamento  de  alguns  constituintes  do  meio,  às  vezes  elimina  a
necessidade  de  controle  do  pH.  O  valor  do  pH  também  serve  como  um
indicador valioso do início e fim da síntese enzimática (Gupta et al., 2003). De
acordo com Djekrif-Dakhmouche et al., (2006), fungos filamentosos do gênero
Aspergillus como A. oryzae, A. ficuum e A. Niger, exibem produção ideal em pH
5,0-6,0 em SmF,  enquanto leveduras como  Saccharomyces cerevisiae  e S.
kluyveri, apresentaram rendimento máximo da enzima em pH 5,0 (Knox et al.,
2004) e pH 7,0 (Ashraf et al., 2005), respectivamente. Foi relatado que uma
linhagem de Aspergillus oryzae, acumulou amilase no micélio quando cultivado
em meio deficiente em fosfato ou sulfato, por outro lado, a enzima foi  liberada
do micélio, quando o experimento foi conduzido em pH alcalino (Gupta et al.,
2003; El-Safey e Ammar, 2004).
2.3.1.3 Aeração, agitação e íons inorgânicos
A intensidade da agitação influencia as taxas de mistura e transferência
de  oxigênio  em  muitas  fermentações  fúngicas  e,  portanto,  influencia  a
morfologia micelial e a formação do produto. Intensidades de agitação de até
300 rpm, têm sido normalmente empregadas para a produção de amilase a
partir de vários microrganismos, conforme relatado na literatura (Gupta et al.,
2003).  Naidu et Saranraj (2013),  relataram que uma velocidade de agitação
mais  alta,  às  vezes  é  prejudicial  ao  crescimento  micelial  e,  portanto,  pode
diminuir a produção de amilases.
A  utilização  de  íons  inorgânicos  desempenha  um  importante  papel
regulador na síntese de metabólitos primários e secundários, podendo afetar o
crescimento do organismo e a produção de enzimas, incluindo a α-amilase.
Essa  regulação  pode  afetar  diversos  organismos,  incluindo  células
procarióticas  e  eucarióticas.  Chung  et  al.  (1995)  relataram  um  aumento
significativo  na  produção  enzimática,  devido  a  sua  melhora  na
termoestabilidade  em  linhagens  de  Aspergillus  oryzae,  quando  o  meio  de
cultivo foi suplementado com níveis de fosfato acima de 0,2 M (Chung et al.,
1995). 
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Achados  semelhantes  afirmados  por  Jüsten  et  al.,  (1996),  foram
corroborados em uma linhagem bacteriana de Bacillus amyloliquefaciens, onde
baixos níveis de fosfato resultaram em densidade celular severamente baixa e
sem produção de α-amilase. Por outro lado, altas concentrações de fosfato,
foram inibidoras da produção da enzima por B. amyloliquefaciens. 
Amilases produzidas por  A. oryzae  são inibidas na presença de Ca2+.
Por  outro  lado,  íons  como  K+,  Na+,  Fe2+,  Mn2+,  Mo2+,  Cl-,  SO42+,  não
apresentaram nenhum efeito na produção de amilase por A. oryzae (Ben Ali et
al., 2006; Gupta et al., 2003). Em estudos realizados por Bocking et al., (1999),
Mg2+ teve um papel importante na estabilidade enzimática, e a produção da
enzima foi reduzida para 50%, quando o Mg2+ foi omitido do meio. Quando Na+
e Mg2+ foram adicionados juntos no meio, houve uma estimulação coordenada
da produção de amilases por Bacillus sp. A adição de zeólitos para controlar os
íons amônio em B. amyloliquefaciens resultou em aumento do rendimento da
amilase (Naidu et Saranraj, 2013). Uma relação inversa entre a produção de
amilase  e  a  taxa  de  crescimento  foi  observada  para  Streptomyces sp.,  na
presença e ausência de Co2+. A presença de Co2+ aumentou os níveis finais de
biomassa em 13 vezes, embora com uma redução no rendimento enzimático
(Cui et al.,1997; Gupta et al., 2003).
2.3.2 Importância biotecnológica das amilases
As amilases desempenham importantes papéis na área da biotecnologia
com aplicações cada vez mais variadas:  i) indústria alimentícia: obtenção de
glicose a partir da liquefação do amido em produtos como pão, cerveja e outros
tipos de bebidas alcoólicas e na ração animal; ii) indústria no papel; iii) indústria
têxtil;  iv) indústria  de  detergentes  e  produtos  de  limpeza;  v) indústria
farmacêutica  e  química,  na  produção  de  vitaminas  e  antibióticos.  A
comercialização de amilases é a mais antiga,  com a primeira utilização em
1984, como um produto farmacêutico para o tratamento de distúrbios digestivos
(Spier, 2005) (Tabela 1).  

























                   Fonte: Kirk, Borchert e Fuglsang, (2002) 
2.4 Diversidade microbiana das lipases 
As  lipases  (triacilglicerol  acil-hidrolases  EC:  3.1.1.3),  assim  como  as
amilases, são enzimas onipresentes, encontradas em animais, plantas, fungos
e  bactérias,  e  possuem  considerável  significado  fisiológico  e  potencial
industrial. A função biológica da lipase é catalisar a hidrólise de triacilgliceróis
para fornecer ácidos graxos livres, diacilgliceróis, monoacilgliceróis e glicerol
(Figura 3).  As lipases possuem a característica  única de atuar  na interface
entre uma fase aquosa e uma fase não aquosa. Elas sintetizam ésteres de
glicerol e ácidos graxos de cadeia longa, quando a atividade da água é baixa
(Akimoto, Nagashima e Sato, 1999; Aravindan, Anbumathi e Viruthagiri, 2007).
Figura 3: Hidrólise de triglicerídeos por lipase
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Fonte: Singh e Mukhopadhyay, (2012).
Cihangir e Sarikaya (2004), salientam que alguns dos fungos produtores
de lipase mais importantes comercialmente são reconhecidos como espécies
pertencentes  aos  gêneros  Rhizopus sp.,  Aspergillus sp.,  Penicillium sp.,
Geotrichum sp., Mucor sp. e Rhizomucor sp. A produção de lipase por fungos
filamentosos  varia  de  acordo  com  a  linhagem,  a  composição  do  meio  de
cultivo,  as condições de cultivo,  o pH, a temperatura e o tipo de fontes de
carbono e nitrogênio (Aravindan, 2007).
A  demanda  industrial  por  novas  fontes  de  lipases  com  diferentes
características  catalíticas,  estimula  o  isolamento  e  a  seleção  de  novas
linhagens.  Fungos  produtores  de  lipase  foram  encontrados  em  diferentes
habitats, como resíduos industriais, fábricas de processamento de óleo vegetal,
fábricas de laticínios e solo contaminado com óleo, entre outros (Sharma et al.
2001).  No  trabalho  realizado  por  Colen  et  al.  (2006),  foram  isoladas  40
linhagens fúngicas produtoras de lipase do solo do norte do estado de Minas
Gerais, através de técnicas de enriquecimento. Onze linhagens, dentre elas, a
linhagem identificada como Colletotrichum gloesporioides, foi a mais produtiva.
No  entanto,  uma cepa  de  Aspergillus sp.,  isolado  de  amostras  de  solo  de
diferentes  regiões  da  Turquia,  obteve  maior  produção  de  lipase,  24  UmL−1
(Cihangir e Sarikaya 2004).
De acordo  com  Vakhlu e Kour (2006), as principais espécies terrestres
de leveduras que produzem lipases são:  Candida rugosa,  Candida tropicalis,
Candida  antarctica,  Candida  cylindracea,  Candida  parapsilopsis,  Candida
deformans,  Candida curvata,  Candida valida,  Yarrowia lipolytica,  Rhodotorula
glutinis,  Rhodotorula  pilimornae,  Pichia  bispora,  Pichia  mexicana,  Pichia
sivicola,  Pichia  xylosa,  Pichia  burtonii,  Saccharomycopsis  crataegenesis,
Torulaspora globosa e Trichosporon asteroides.
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No tocante  à  produção de  lipase,  foi  relatado que  uma linhagem de
Candida sp., foi o produtor de lipase com o potencial mais elevado entre as
leveduras  (Tanet  al.,2003).  Já,  He  e  Tan  (2006),  utilizaram  uma  cepa  de
Candida sp. 99-125, para otimizar a produção de lipase e, após a otimização,
os autores relataram a atividade ótima de lipase de 6.230 e 9.600U mL -  1,  em
frascos agitados e em um biorreator de 5 L, respectivamente. Do mesmo modo,
Tan et al. (2003) atingiram uma atividade lipolítica máxima de 8.300 UmL-1, em
um biorreator de 30 L, demonstrando assim, que os valores da atividade de
lipase são altamente influenciados pelo microrganismo, substratos e condições
operacionais. 
2.4.1 Fisiologia da produção de lipase
As  lipases  microbianas  são  produzidas  principalmente  por  cultura
submersa, mas a fermentação em estado sólido também pode ser utilizada.
Geralmente  a  produção  de  lipase  é  específica  do  organismo  e  é  liberada
durante a fase logarítmica ou estacionária tardia (Ghosh et al., 1996; Sharma,
Chisti e Banerjee, 2001). O período de cultivo também varia de acordo com o
microrganismo e as bactérias de rápido crescimento secretam lipase em 24
horas (Colen, 2006; Furini, 2017)
As  lipases  microbianas  são  principalmente  extracelulares  e  sua
produção  é  influenciada  pela  composição  do  meio,  além  de  fatores  físico-
químicos,  como  temperatura,  pH  e  oxigênio  dissolvido.  O  principal  fator
relacionado a atividade enzimática foi relacionado como a fonte de carbono,
uma vez que as lipases são enzimas induzíveis. Essas enzimas geralmente
são produzidas na presença de um lipídio, como óleo ou qualquer outro indutor,
como triacilgliceróis, ácidos graxos, ésteres hidrolisáveis, sais biliares e glicerol
(Gupta et al. 2004; Sharma et al. 2001; Sharma, Chisti e Banerjee, 2001).
2.4.1.1 Fontes de carbono e nitrogênio
As  fontes  de  carbono  servem  como  substratos  importantes  para  a
produção de energia para as células microbianas. Fontes de carbono lipídico,
servem como indutores, e são geralmente essenciais para a obtenção de um
alto  rendimento  das  lipases.  Benjamin  e  Pandey  (1996),  mostraram que  a
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produção de lipase por  Candida rugosa, aumentou proporcionalmente com o
aumento da concentração de azeite, e a produção máxima foi alcançada com
10%  (v/v)  do  substrato.  A  produção  de  uma  lipase  termoestável  por  uma
linhagem de Bacillus sp., na presença de tripalmitina a 70 °C, foi descrito por
Janssen  et  al.  (1994).   Lima  et  al.  (2003),  testaram meios  com fontes  de
carbono de tripalmitina, tristearina e trimirristina, e verificaram que a tripalmitina
foi o melhor indutor da atividade lipolítica.
No  entanto,  a  exigência  de  glicose  como fonte  de  carbono  além de
lipídios varia com o microrganismo. Geralmente, os meios suplementados com
glicose, juntamente com triglicerídeos, estimularam a produção de lipase em
Rhizopus nigricans, conforme relatado por Ghosh et al. (1996). Tanto o azeite
quanto  o  Tween-80,  estimularam  a  produção  de  lipase  extracelular  em
Penicillium  citrinum a  0,1  e  0,7%  (v/v),  respectivamente  (Maliszewska  e
Mastalerz, 1992). Dalmau et al. (2000), mostraram que o Tween-80, estimulou
a  biossíntese  de  lipases  e  sua  secreção  em  Candida  rugosa.  A  lipase  da
linhagem  de  levedura  Pseudozyma  hubeiensis HB85A,  foi  fortemente
estimulada em 150,8% na presença de Tween-80, em comparação com meios
não suplementados com este composto (Bussamara et al., 2010).
Fontes  de nitrogênio orgânico e inorgânico  têm sido tradicionalmente
utilizadas para produção de lipase. Em Aspergillus goneii, Mucor racemosus e
Rhizopus  nigricans,  o  rendimento  de  lipase  foi  aumentado  pela  adição  de
peptona no meio de produção na concentração de 20 g L-1 (Ghosh et al., 1996).
No  entanto,  para  a  produção  de  lipase  emp  Rhodotorula  glutinis,  fontes
inorgânicas de nitrogênio, como fosfato de amônio, favoreceram a produção da
enzima (Papaparaskevas et al., 1992). Salleh et al. (1993), obtiveram máxima
produção de lipase extracelular em experimentos utilizando fungo termofílico,
R.  Oryzae, quando  o  meio  foi  suplementado  com  peptona  como  fonte  de
nitrogênio. Rajendran e Thangavelu (2009), verificaram que R. arrhizus exigiu
extrato  de  peptona  e  levedura  para  a  produção  de  lipase.  No  entanto,  foi
relatado que a fonte de nitrogênio inorgânico na forma de NH4Cl, foi melhor
aproveitada no estudo utilizando C. cylindracea NRRL Y-17506 (Brozzoli et al.,
2009) e P. citrinum (Miranda et al., 1999). Fontes de nitrogênio, como licor de
milho e farelo de soja, estimularam a produção de lipase em estudos com P.
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Citrinum, em um menor grau que a peptona, enquanto a uréia e o sulfato de
amônio inibiram a síntese da enzima (Sztajer e Maliszewska, 1989).
2.4.1.2 Temperatura e pH
A maioria dos organismos produtores de lipase, é de natureza mesofílica
(crescendo  em  temperatura  moderada,  tipicamente  entre  25  e  40  °C).  No
entanto,  alguns  organismos  psicrofílicos  e  termofílicos  foram  relatados  na
literatura.  A  produção  de  lipase  por  uma  cepa  brasileira  de  Penicillium
simplicissimum, mostrou  atividade de 90 U g-1 após 72 h  de incubação na
presença de resíduo da indústria de óleo de babaçu a 27 °C (Joseph et al.,
2007). 
Da mesma forma,  o  pH pode influenciar  as  atividades lipolíticas  dos
microrganismos. Sendo uma medida da acidez ou basicidade de um meio, o
pH desempenha um papel importante na determinação do tipo de organismos
que  podem  colonizar  um  substrato  específico.  Brozzoli  et  al.  (2009),
monitoraram a produção de lipase em um reator de tanque agitado de 3 L para
avaliar os efeitos do pH médio na atividade da enzima em Candida cylindracea.
Em pH constante de 6,5, a produção de lipase foi  baixa (1,8 U mL -1),  mas
houve aumento significativo de até 18,7 U mL-1 com pH não controlado, com
um valor máximo de (20,4 U mL-1), quando o pH foi permitido variar livremente
abaixo do pH 6.5. Nos trabalhos realizados por Colen et al., (2006), uma cepa
mais  produtiva  identificada  como  Colletotrichum  gloesporioides,  apresentou
atividade de lipase entre 27,7 e 27,4 U mL-1, quando cultivada em meio líquido
agitado sob condições alcalinas na faixa de pH de 7,4 a 8,4. Geon-Ho et al.
(2007),  relataram  que  a  lipase  de  Yarrowia  lipolytica NRRL  Y-2178,  foi
produzida em condições alcalinas a pH 9,0. 
A maioria das lipases que são ativas a pH extremamente ácido (pH 1,5 a
2,0), são principalmente de fontes de mamíferos, por exemplo lipase gástrica.
No  entanto,  Aspergillus  niger NCIM  1207,  mostrou  alto  nível  de  lipase
extracelular, quando cultivada em pH 2,5 (Mhetras et al., 2009). Além disso,
microrganismos produtores de grande quantidade de lipase, como  Rhizopus
sp.,  Aspergillus sp.,  Penicillium sp.,  Geotrichum sp.,  Mucor sp. e  Rhizomucor
sp.  (Treichel  et  al.,  2010),  Bacillus sp.,  Pseudomonas sp.,  Burkholderia sp.
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(Gupta et al., 2004), Candida cylindracea e Yarrowia lipolytica (Vakhlu e Kour,
2006), crescem e produzem lipases em faixas de pH de 6 a 8.
2.4.1.3 Aeração, agitação e íons inorgânicos
Aeração e agitação estão entre os fatores físicos que são importantes
para  melhorar  e  otimizar  a  produção  de  lipase.  Assim,  o  crescimento  de
microrganismos  e  a  produção  de  enzimas  são  afetados  pela  agitação  e
aeração, com base no suprimento de oxigênio durante o processo de produção
da enzima, especialmente em biorreatores. Fickers et al. (2006), estudaram a
produção de lipase em uma linhagem de Yarrowia lipolytica, em experimentos
em um biorreator de 2000 L, contendo glicose a 1,5%, soro de leite em pó a3%,
extrato de levedura a 3%, licor de maceração de milho a 1%, azeite a 0,5% e
(NH4)2SO4 a 0,8%. Os autores verificaram que a velocidade de agitação de 120
rpm e um fluxo de ar de 0,7 vvm a 29 °C, levaram a uma atividade lipolítica de
aproximadamente 1100 U mL-1, após 53 h de fermentação.
Efeitos nos parâmetros de processo (aeração e agitação) na produção
de  lipase  utilizando  Rhodotorula  mucilaginosa  MTCC  8737,  em  reator  de
tanque  agitado  de  1,5  L,  com  melaço  como  único  meio  de  produção,  foi
estudado por Potumarthi et al. (2008). Foram exploradas várias aerações (1, 2
e 3 vvm), velocidades de agitação (100, 200 e 300 rpm) e concentração de
melaço (1,0, 1,5 e 2,0%) sendo, a atividade máxima de lipase de 72 U mL -1,
obtida após 96 h de fermentação a 2 vvm, 200 rpm, pH 7 e temperatura de 25 ±
2 °C, usando melaço a 1%. Sokolovska et al. (1998), utilizaram um fermentador
em processo  de  batelada,  para  estudar  os  efeitos  da  aeração,  natureza  e
concentração  de  substratos  na  produção  de  lipase  extracelular  por  C.
cylindracea CBS 6330. A saturação de oxigênio acima de 20% favoreceu a
produção de lipase, portanto, um controle de fluxo combinado de ar (84 L h -1) e
oxigênio (8,4 a 50,1 L h-1), foram utilizados a uma taxa de agitação de 500 rpm,
temperatura de 30 °C e pH não controlado, com 10 g L-1 de azeite para obter a
melhor produção.
Estudo  também  enfatizam  que  diferentes  microrganismos  requerem
diferentes minerais inorgânicos para o seu crescimento e produção de lipase.
Sais inorgânicos na forma de MgSO4, (NH4)2SO4, NaCl, K2HPO4, BaCl2, foram
necessários para a produção máxima de lipase por  Hendersonula toruloidea
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(Odibo  et  al.,  1995).  No  caso  de  Candida sp.  99-125,  o  meio  de  cultura
contendo (p/v) óleo de soja em 4,187%, pó de soja a 5,840%, K2HPO4 em
0,284%, KH2PO4 a 0,1%, (NH4)2SO4 em 0,1%, MgSO4 em 0,05% e Span 60 em
0,1%, foram reportados como sendo o ideal para a produção de lipase e, a
ausência de qualquer um desses componentes, afetaram o crescimento e a
atividade de lipase do organismo (He e Tan, 2006). 
Geralmente,  o  sal  de  magnésio  é  exigido  pela  maioria  dos
microrganismos, devido à sua capacidade de desempenhar algumas funções
reguladoras, associadas ao aumento do metabolismo da adenosina trifosfato e
síntese de ácidos nucleicos (Bankar et al., 2009). Outros minerais necessários
para  o  crescimento  microbiano  incluem,  potássio,  em  cepas  de  leveduras
(consideradas  essenciais  para  a  osmorregulação).  Por  outro  lado,  os  íons
ferros e cálcio, são essencialmente usados para a síntese de heme e citocromo
(Venkateshwar  et  al.,  2010),  bem como  para  a  estabilização  e  eficácia  na
atividade  de  lipase  em  Acinetobacter sp.  (Snellman  e  Colwell,  2004),
respectivamente.
2.4.2 Importância biotecnológica das lipases
As lipases são usadas em duas maneiras distintas:  como catalisador
biológico  para  fabricar  ingredientes  alimentares  e  na  produção de produtos
químicos  finos  incluindo:  i) as  lipases  são  comumente  utilizadas  no
processamento de gorduras e óleos;  ii) processamento de alimentos, couro,
produtos têxteis, detergentes e formulações desengordurantes;  iii) fabricação
de  papel;  iv) síntese  de  produtos  químicos  finos;  v) produção  de  produtos
farmacêuticos e cosméticos (Houde, Kademi e Leblanc, 2004) (Tabela 2).
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2.5. Patenteamento na Biotecnologia
Por definição,  uma patente é um acordo entre o proprietário  de uma
invenção  e  um  determinado  país,  objetivando  proteger  a  sua  invenção,
facilitando assim,  a transferência de conhecimento e de tecnologias para o
mercado.  Economicamente,  as  patentes  estimulam  a  inovação  e  a
competividade entre os países e dentro de um país (Hall et al. 2004; Kim e Lee,
2015).
 Na  área  da  biotecnologia,  as  buscas  e  pedidos  pela  aquisição  de
patentes  são  de  suma  importância  para  o  desenvolvimento  da  indústria
biotecnológica e da pesquisa, levando em consideração os custos, geralmente
elevados, e o tempo gasto para concluir um determinado estudo (De Gênova,
2007). 
Em  2005,  a  Organização  para  a  Cooperação  e  o  Desenvolvimento
Econômico  (OCDE),  visando  avaliar  e  padronizar  a  atividade  de
desenvolvimento dos países, definiu 30 códigos de Classificação Internacional
de  Patentes  (CIP)  para  a  área  da  biotecnologia  (OCDE,  2005).  Com base
nesses códigos, em 2008, a Organização Mundial da Propriedade Intelectual
(OMPI),  fez  uma  classificação  dos  diferentes  setores  tecnológicos  em  5
grandes áreas, subdivididas em 35 campos onde, a biotecnologia foi colocada
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em  um  campo  próprio,  evitando  assim,  a  sobreposição  dos  produtos
biotecnológicos com produtos de outras áreas (OMPI, 2008).  
Com  as  definições  das  CIPs,  o Instituto  Nacional  da  Propriedade
Industrial (INPI), através de um estudo realizado em 2018, definiu 12 áreas de
patentes da biotecnologia no Brasil. Assim, as aeras são:  (i) microrganismos,
enzimas  e  suas  composições;  (ii)  medicamentos;  (iii) fermentações  e
recuperação  de  subprodutos  de  fermentação;  (iv) peptídeos;  (v) medição  e
ensaio  envolvendo  enzimas  ou  microrganismos;  (vi) análise  de  material
biológico; (vii) agricultura; (viii) meio ambiente; (ix) aparelhos para enzimologia
ou  microbiologia;  (x)  alimentos  e  bebidas;  (xi) nanobiotecnologia;  e  (xii)
bibliotecas genômicas e proteômicas e seus aparatos. Entre essas áreas, a
denominada “Microrganismos, enzimas e suas composições”, é a que contém a
maior quantidade de documentos, sendo 860 documentos numa amostra de
1857 documentos (INPI, 2018). 
Desta forma, o levantamento em plataformas como USPTO (Oficina de
Patentes e Marcas dos Estados Unidos) e EPO (Oficina Europeu de Patentes)
dos  documentos  e/ou  patentes  bem  como  dos  trabalhos  científicos  já
divulgados, objetivando um melhor entendimento no campo da biotecnologia
sobre  as  enzimas amilase  e  lipase,  produzidas por  fungos  recuperados  de
efluentes indústrias têxteis, ambiente potencialmente promissor na obtenção de
enzimas  biotecnológicas,  poderá  facilitar  o  entendimento  do  potencial
biotecnológico que estas enzimas representam para o ramo industrial.
3. Objetivos
3.1. Objetivo geral 
Levando  em  consideração  a  constante  busca  por  novas  moléculas
biotecnologicamente promissoras no setor industrial, o objetivo deste trabalho
consistiu  na  realização  de  um  levantamento  e  discussão  acerca  das
publicações e patentes relativas as enzimas lipases e amilases produzidas por
fungos associados a amostras coletadas em efluentes industriais têxteis,   a
partir  das  plataformas  NCBI-Pubmed,  Scopus,  Web of  Science  e  bases de
dados do INPI, EPO e UPSTO.
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3.2 Objetivos específicos
 Levantamento  de  publicações  sobre  amilase  e  lipase  produzidas  por
fungos  recuperados  de  industrial  têxtil  a  partir  das  plataformas
acadêmicas NCBI-Pubmed, Web of Science e Scopus.
 Levantamento  das  patentes  registradas  em  plataformas  tecnológicas
sobre amilase e lipase produzidas por fungos (recuperados de industrial
têxtil ou não) no INPI, UPSTO e EPO por meio do repositório Spacenet.
 Avaliação  quantitativa  das  publicações  e  patentes  levantadas
envolvendo as amilases e lipases nos últimos 10 anos.
4. Metodologia 
A  metodologia  empregada  no  desenvolvimento  do  presente  estudo
consistiu em uma pesquisa analítico-exploratória em bases de dados digitais de
artigos e de patentes tanto nacionais quanto internacionais. O levantamento
dos artigos foi realizado nas plataformas do NCBI-Pubmed (National Center for
Biotechnology Information), Web of Science e  Scopus. Para as patentes, por
sua vez, o delineamento da busca foi realizado a partir das bases de dados do
INPI (Instituto Nacional da Propriedade Industrial) e do Spacenet, que congrega
as bases de dados do USPTO (United States Patent and Trademark Office) e
do EPO (European Patent Office). Foram considerados os dados a partir dos
diferentes repositórios no intervalo de tempo de 01/01/2010 até 31/12/2019, os
quais foram levantados da seguinte maneira: 
Etapa 1: Definição de palavras-chave e combinações para a busca dos artigos
e patentes.
Para o levantamento dos conteúdos nas plataformas supracitadas, foi
utilizado uma sequência de palavras-chave atribuídas pelo autor a partir dos
objetivos da pesquisa. Assim, as palavras-chave e combinações utilizadas na
busca foram construídas de acordo com a tabela 3. 
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Tabela  3: Palavras-chave e combinações usadas para pesquisa em banco de dados
tecnológicos e científicos.
Combinações Plataforma
Bioprospecção (lipase E amilase)/
Bioprospecting (lipase AND amylase)
NCBI-Pubmed,
Web of Science e
Scopus
Bioprospecção (fungo E amilase OU lipase)/
Bioprospecting  (fungi  AND  amylase  OR
lipase)
Bioprospecção (fungo E indústria têxtil) /
Bioprospecting (fungi AND textile industry)
Bioprospecção (amilase E lipase OU indústria
têxtil) /
Bioprospecting  (amylase  AND  lipase  OR
textile industry)
Amilase E lipase/ amylase AND lipase
Spacenet e INPI
Patente E amilase/ patent AND amylase
Patente E lipase/ patent AND lipase
Patente E fungo/ patent AND fungal
Indústria têxtil  E (amilase OU lipase)/ textile
industry AND (amylase OR lipase)
Etapa 2: Procedimentos para a busca de dados nas plataformas.
Após definição dos termos de busca, os mesmos foram aplicados junto
às plataformas NCBI-Pubmed, Web of Science, Scopus, Spacenet e INPI. Em
seguida, foram aplicados filtros para limitar a curva temporal entre os anos de
2010 a 2019, bem como excluir dos resultados levantados, as publicações do
tipo monografias, trabalhos de conclusão de curso, dissertações de mestrado,
teses  de  doutorado,  publicações  em congressos  e  anais  de  eventos.  Com
relação  a  avaliação  dos  artigos  científicos  encontrados  com a  temática  do
trabalho,  foi  proposto a realização de um corte  de  periódicos com fator  de
impacto baixos, sendo assim, consideramos para a realização deste trabalho,
índices de fatores de impactos (JCR -Journal Citation Reports), entre 1.0 a 2.5. 
Etapa 3: Compilação dos dados obtidos
As informações concernentes às publicações levantadas nas pesquisas
realizadas conforme procedimentos descritos na etapa 2, foram compiladas em
duas tabelas (tabela 4 e tabela 5), nas quais foram relacionadas a quantidade
de publicações obtidas com as palavras-chaves bem como a quantidade final
após a realização dos cortes.
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5. Resultados e discussão
O levantamento dos artigos foi realizado a partir do emprego de filtros
para delimitação do tipo de publicação e do intervalo de tempo desejado, em
combinação com as palavras-chaves, utilizando os conectores lógicos “AND” e
“OR”, nos sítios eletrônicos das plataformas NCBI, Web of Science e Scopus.
Para os últimos 10 anos, foram encontrados 136 artigos nas bases de dados,
sendo que alguns dos artigos se encontraram em mais de uma plataforma. Em
seguida, realizou-se uma seleção dos artigos em função dos índices de fatores
de  impactos  JCR  (1,0  a  2,5),  bem  como  as  áreas-foco  da  pesquisa  em
questão, o que reduziu o número de artigos a 30 (Tabela 4). 
Tabela  4:. Busca de artigos publicados por palavras-chave nas bases de dados de
Scopus, NCBI e Web of Science. 









20 11 13 14
Bioprospecção (fungo E 
amilase OU lipase)
Bioprospecting (fungi 
AND amylase OR lipase)
13 24 12 9




1 1 1 1
Bioprospecção (amilase E
lipase OU indústria têxtil)
Bioprospecting (amylase 
AND lipase OR textile 
industry)
11 14 15 6
Fonte: NCBI, Scopus e Web of Science, (2020)
A busca nas bases de dados das plataformas NCBI, Scopus e Web of
Science,  utilizando as palavras-chave  “Bioprospecting (lipase AND amylase)”,
nos forneceu dados de trabalhos acadêmicos (artigos científicos),  obtidos a
partir  da  pesquisa,  os  quais  mostraram que  a  maioria  das  bioprospecções
foram  realizadas  em  locais  com  características  extremas  em  relação  a
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temperatura e pH, como a encosta do Mar da Arábia Oriental (Farha e Hatha,
2019),  solos  desérticos  em  Sonora,  México  (Baqueiro-Peña  et  al.  2019),
ambientes terrestres e marinhos da Antártica (Duarte et  al.  2018), Golfo de
Mannar,  costa  sudeste  da  Índia  (Ananthan  e  Sathishkumar,  2016).  Tais
bioprospecções visaram a produção de enzimas termoestáveis (Geraldi et al.
2019)  para  diferentes  fins,  como  aplicações  na  saúde  humana  (Rao  e
Kumavath, 2017) e a produção de DNA polimerase (Verma et al.  2015).  
Análises críticas da literatura, mostram que os fungos filamentosos são
os mais aptos a produzir essas enzimas na escala industrial, uma vez que o
modo de  crescimento  em forma de hifas,  permite  uma melhor  tolerância  à
pressão osmótica para a produção de enzimas em fermentação em estado
sólido  (Saranraj  e  Stella,  2013;  Ahmad  et  al.  2019).  Assim,  para  posterior
restrição  dos  dados  obtidos  na  pesquisa,  foi  acrescido  o  termo  “fungi”  às
palavras-chave  supracitadas,  selecionando  apenas  dados  de  amilases  e
lipases produzidas por fungos. 
Durante o levantamento nos 3 bases de dados, com o uso das palavras-
chave “Bioprospecting (amylase AND lipase OR textile industry)”,  não foram
encontrados artigos mencionando a produção de amilase ou lipase fúngicas
oriundas de fungos bioprospectados em efluentes  provenientes  da indústria
têxtil. Este fato pode ser considerado uma desvantagem para a busca de novas
cepas fúngicas, visto que os efluentes da indústria têxtil, apresentam-se como
um meio propício para o desenvolvimento de fungos filamentosos produtores
de lipases e amilases, em decorrência das características apresentadas pelo
meio  em  questão.  Estes  ambientes  podem  apresentar  uma  composição
heterogênea,  elevada  carga  de  matéria  orgânica,  além  de  forte  coloração,
grande quantidade de sólidos suspensos, pH altamente flutuante, temperaturas
altas, considerável quantidade de metais pesados, compostos organoclorados
e  materiais  surfactantes  (Bernal  et  al.  2020,  in  press).  Contudo,  foram
encontrados artigos  científicos  mencionando o uso de enzimas fúngicas na
remoção  de  poluentes  encontrados  em  corpos  d’água  contaminados  por
efluentes  da indústria  têxtil  (Upadhyay et  al.  2016),  ao  se  realizar  a  busca
utilizando as palavras-chave “Bioprospecting (fungi AND textile industry)”. 
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Com  relação  a  busca  dos  documentos  relacionados  as  patentes
referentes as plataformas tecnológicas Espacenet, o qual abriga o USPTO e
EPO além de outros escritórios de registros de patentes, e o INPI, podemos
dizer que foi possível encontrar um total de 238.382 registros de patentes. O
escritório  UPSTO, apresentando o maior  percentual  de registros patentários
(81,57%), seguido pelo EPO (18,37%) e por fim pelo INPI (0,06%), conforme
verificável na Tabela 5 e Figura 4.
Tabela 5. Busca de registros de patentes por palavras-chave nas bases de dados do
Espacenet e INPI para os 3 escritórios (USPTO, EPO e INPI).
Palavras chave USPTO EPO INPI























Fonte: USPTO, EPO e INPI (2020)
Ao analisar a figura 4, foi  possível  traçar um perfil  abrangente dos 3
escritórios de registros de patentes do nosso estudo, em relação à produção de
amilase e lipase por fungos filamentosos. Incontestavelmente, os EUA, através
do USPTO, lideram o ranking das patentes no cenário do nosso estudo como
era esperado, pois os EUA detêm a maior economia do mundo, com um PIB de
21,3  trilhões  de  dólares,  detentor  do  escritório  de  patentes  mais  famoso  e
requisitado em todo o mundo, o qual recebe milhões de pedidos de patentes
todos  os  anos  (Zhong-kai  et  al.  2008).  Além  disso,  o  elevado  número  de
patentes registradas pelo UPSTO, ainda pode ser explicado pelo fato de que
31
muitas  empresas  solicitantes  de  patentes  registram  seus  pedidos  junto  ao
UPSTO e ao EPO concomitantemente (Kim e Lee, 2015). 
Os registros de patentes exclusivas no escritório do EPO, possivelmente
ocorreram em virtude do fato de que, as demandas de mercado para adoção
de  tais  tecnologias,  são  encontradas  na  Europa  em  preeminência,  em
detrimento dos mercados americano e brasileiro (Kim e Lee, 2015). 
Figura  4:  Número de registros de patentes por país nos últimos 10 anos com as





















No que concerne ao INPI, por sua parte, nota-se que poucos pedidos de
patentes  foram  realizados  por  empresas  estrangeiras  fora  do  Brasil  e
Universidades. Contudo, esse baixo número de patentes no INPI, não reflete o
número de solicitações de patentes do Brasil nessa área, uma vez que, como
muitos outros países, solicitantes de patentes brasileiros, por vezes, realizam
os pedidos no USPTO (figura 6).
Os  microrganismos  contribuem  consideravelmente  na  produção  de
enzimas e, segundo um relatório de mercado publicado por MarketsandMarkets
(2020), o mercado de enzimas foi avaliado em 10 bilhões de dólares e têm uma
previsão de crescimento de 14.7 bilhões até 2025. Dados apresentados por






maiores contribuintes para esse crescimento, uma vez que 76.5% das patentes
para produção de enzimas, utilizaram fungos como maquinaria de produção.
Tais informações são ratificadas pelo gráfico de barras identificado pela letra
(d) na figura 4, gerado por dados obtidos a partir do Espacenet e INPI, com as
palavras-chave “Patent and Fungi”, o qual apresenta um número  de patentes
consideravelmente mais elevado,  se  comparado com os dados das demais
pesquisas realizadas utilizando as palavras-chave “amylase and lipase”, “patent
and amylase”, “patent and lipase” “textile industry AND (amylase OR lipase)
(795,75%, 253,59%, 313,51%, 2 280,57% respectivamente).
Empresas  públicas  ou  privadas,  governos,  universidades,  centros  de
pesquisas e indivíduos podem ser depositantes de patentes (Hong, 2009). Em
relação às amilases e lipases, observou-se que 79% das patentes são oriundas
de empresas, 18% de pessoas e somente 3% derivadas das Universidades,
como  mostra  a  figura  5.  A  exorbitante  porcentagem  apresentada  pelas
empresas, expressam o desejo das mesmas de inovar e explorar o mercado de
enzimas (da Rocha Lima et al., 2018). Embora seja pequena mais significativa,
a  porcentagem  advinda  das  universidades,  manifesta  os  esforços  das
Universidades em transformar o conhecimento em produtos que alcançam o
mercado. 
As aplicações dessas patentes  abrangem vários  campos,  incluindo o
campo farmacêutico, onde as enzimas amilase e lipase podem ser utilizadas
em  combinação,  para  o  tratamento  de  desordens  digestivas,  insuficiência
pancreática  exócrina,  pancreatite,  fibrose  cística  e  diabetes  do  tipo  1  e  2
(Fallon,  2010;  Schuler  e  Schuler,  2011).  Outras  patentes  relatam o  uso de
lipases de origem fúngica na panificação visando a substituir  o DATEM, um
emulsificante que fortalece a rede de glúten na massa (Colakoglu e Özkaya,
2012;  Bellido,  Gazzola  e  Matveeva,  I,  2016).  As  aplicações  incluem o  uso
dessas enzimas no meio  ambiente  como por  exemplo  para  a  prevenção e
redução de biofilmes (Molobela et al., 2010, Deinhammer e Andersen, 2011;
Esquenet  et  al.,  2014).  Essas  enzimas  também  apresentam aplicações  na
indústria têxtil, onde são usadas para tingimento, descoloração enzimática de
tecidos,  uma  vez  que,  tecidos  branqueados  por  enzimas  como  amilases  e
lipases,  apresentam maior  absorção de corante,  diminuição dos danos  aos
tecidos e/ou manuseio mais maciço e volumoso, em comparação com tecidos
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branqueados  por  processos  convencionais  de  branqueamento  químico
(Auterinen et al., 2012; Chang et al., 2012) (Figura 4 e).
Figura  5:  Porcentagem de registros de patentes pedidos por empresas,  pessoas e
indivíduos, nos últimos 10 anos. Dados do escritório do USPTO, pesquisados com as







Fonte: USPTO, EPO e INPI (2020)
Dados publicados por Li et al (2012), salientam que a demanda mundial
por enzimas é atendida por cerca de 12 grandes produtores, cerca de 400
pequenos fornecedores. Outro dado importante do mercado enzimático, relata
que, cerca de 75% do total das enzimas biotecnológicas, são produzidas por
duas das principais empresas que atuam no ramo da produção enzimática,
incluindo, a Novozymes, com sede na Dinamarca e a DuPont, com sede nos
EUA. A existência dessas empresas nesses locais evidencia o porquê os EUA
e a Dinamarca são dentre os países com mais publicações de patentes. Vale
ressaltar que, outros países como Alemanha, Japão, Holanda e Suíca, que têm
também  a  presença  dessas  empresas  nos  seus  respetivos  territórios,
apresentam um número considerável de publicações de patentes (Figura 6). 
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Figura  6:  Número de registros de patentes pedidos por  país nos últimos 10 anos.


















































































Fonte: USPTO, EPO e INPI (2020)
7. Conclusão
A procura por registros de patentes mostrou que o escritório do INPI,
possui poucos registros de patentes relacionadas a busca por novas fontes de
amilases e lipases fúngicas, em comparação com o escritório do USPTO, o
qual  ocupa  o  primeiro  lugar  mundialmente,  e  do  EPO  que  vem  logo  em
seguida.  No  entanto,  o  baixo  nível  de  registros  de  patentes  não  reflete  o
desenvolvimento da pesquisa brasileira dado que, em muitos casos, brasileiros
registram suas patentes fora do Brasil. 
Nos últimos 10 anos, houve em torno de 136 artigos relacionando os
termos “bioprospecção”, “fungos”, “amilases” e “lipases”, o que demonstra uma
busca ainda incipiente por novas fontes de cepas para produção de enzimas
industriais com características de interesse. Destaca-se ainda que, os efluentes
da indústria têxtil,  apesar de ser uma ótima fonte para fungos adaptados a
condições  de  estresse  celular  e  a  poluentes  ambientais  tóxicos,  foram
negligenciados junto ao registro de patentes, o que constitui-se ainda em uma
lacuna na busca pela obtenção de enzimas termofílicas, termotolerantes e/ou
tolerantes a flutuações de pH. O presente estudo sobre o levantamento de
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informações  científicas  e  tecnológicas,  abre  portas  para  novas  explorações
biotecnológicas, objetivando a busca por enzimas microbianas produzidas por
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